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Chondroitin sulfate and glucosamine sulfate associated to photobiomodulation prevents 
























A osteoartrite (OA) é considerada uma doença articular inflamatória crônica e 
degenerativa, com alta incidência em idosos, sendo a articulação do joelho a mais 
acometida. Os condroprotetores, como o composto de sulfato de glicosamina com o 
sulfato de condroitina e a fotobiomodulação (FBM) têm sido frequentemente utilizados 
como estratégicas terapêuticas não invasivas com objetivo de atenuar o processo de 
degradação do tecido articular. Desta forma, este estudo tem como objetivo avaliar os 
efeitos do composto de sulfato de glicosamina com sulfato de condroitina associados ou 
não à FBM, sobre o a cartilagem articular em modelo experimental de OA. Foram 
utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, machos, separados em 4 grupos (n=10): 
osteoartríte controle (OA); osteoartríte e submetidos à FBM (PBM); osteoartríte e 
tratados com a combinação do sulfato de glicosamina com o sulfato de condroitina 
(SGC); osteoartríte submetidos ao tratados com sulfato de glicosamina e sulfato de 
condroitina  e PBM (SGC+PBM). Os tratamentos tiveram início 24 horas após a cirurgia 
e foi realizado por 30 dias consecutivos. Foi administrado combinação de sulfato de 
glicosamina 500 mg/kg e sulfato de condroitina 400 mg/kg (via oral). Ademais, 
utilizamos um laser AsGaAl (contínuo; λ = 808 nm; P = 50 mW; área do feixe = 0,028 
cm2; t = 28 s; D = 50 J/cm2; E = 1,4 J; irradiância = 17,8 mW/cm2), em 2 pontos da pata 
traseira esquerda (linha articular medial e lateral). Para avaliação e comparação dos 
efeitos do tratamento foram realizadas análises histológicas utilizando os critérios da 
OARSI, grau de lesão, espessura articular assim como análises da expressão proteica de 
colágenos tipo II. Os resultados do presente estudo mostraram que todos animais tratados 
apresentaram uma melhor organização estrutural da cartilagem articular e menor grau de 
lesão tecidual. Entretanto, não foi possível observar diferenças significativas nos valores 
da espessura da cartilagem entre os grupos. Adicionalmente, os animais do grupo 
SGC+FBM apresentou a maior expressão de colágeno tipo II quando comparado ao OA.  
A partir dos resultados encontrados no presente estudo, podemos concluir que o 
composto de sulfato de glicosamina e sulfato de condroitina associados à FBM foram 
eficazes na prevenção da degeneração da cartilagem de joelhos de ratos após indução da 
OA.  
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A osteoartrite (OA) é uma desordem crônico-degenerativa de etiologia multifatorial 
que acomete articulações sinoviais e está associada com relatos de dor, rigidez articular e 
perda da função de forma gradativa, acarretando alterações físicas no indivíduo e 
comprometimento de suas atividades laborais. A OA se evidencia pelo desgaste da cartilagem 
articular, esclerose do osso subcondral com formação de osteófitos e inflamação dos 
tecidos periarticulares (BUBLITZ et al, 2014).   
Esta doença articular pode acometer uma única ou diversas articulações, com maior 
incidência em regiões que suportam peso, com destaque para a articulação do 
joelho (SCANZELLO & GOLDRING, 2012). De acordo com a Organização Mundial da 
Saúde (OMS), a OA é a doença articular mais frequente entre os adultos, principalmente após 
os 60 anos, acometendo cerca de 4% da população brasileira (KIRKWOOD et al., 
2011). Entre os fatores de risco mais importantes podemos citar a idade, o sobrepeso, 
displasias, determinantes genéticos e lesões (SANCHES,  2015)  
A fisiopatologia da OA envolve um desequilíbrio entre atividades anabólicas 
e catabólicas com predomínio de degradação da matriz extracelular (MEC). Este processo 
inicia-se com o aumento do número de células inflamatórias, com consequente aumento da 
liberação de citocinas pró-inflamatórias, tais como, interleucina-1β (IL-1β) e fator de necrose 
tumoral-α (TNF-α), aumentando a expressão e atividade das metaloproteínases de matriz 
(MMP-13) responsáveis por iniciar o processo de degeneração da MEC (IOVU E SOUICH, 
2008).  Ainda, as citocinas liberadas na cavidade articular ativam a proliferação 
de condrócitos na tentativa de reparar o tecido danificado (JEROSCH, 2011).  Entretanto, o 
processo de reparação tecidual na maioria das vezes é falho e a presença de inflamação 
permanente no local, ocasiona em apoptose dos condrócitos (KRASNOKUTSKY et al., 
2007).   
Indivíduos com OA de joelho apresentam grande comprometimento do sistema 
músculo-esquelético, incluindo dor, rigidez, diminuição da amplitude de movimento (ADM) e 
incapacidade física (LESSI et al., 2012, MIYAGUCHI et al., 2003; SANTOS et al., 2011). A 
maioria dos sintomas é atribuída à fraqueza dos músculos peri-articulares, principalmente do 
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quadríceps, pois contribuem para a cinemática alterada da articulação e consequente 
progressão da doença (SERRÃO et al., 2012; HASSAN et al., 2002). A fraqueza muscular 
apresentada por indivíduos com OA de joelho, principalmente nos músculos quadríceps e 
isquiotibiais, resulta em uma grande sobrecarga e estresse no nesse articulação (IMOTO et al, 
2011), o que leva a instabilidade e maior susceptibilidade a lesões, fadiga muscular 
(BASTIANI et al., 2012), alterações de equilíbrio e controle postural (SILVA et al., 2011).  
Dentro deste contexto, diversas intervenções terapêuticas, tanto farmacológicas 
quanto não farmacológicas, vêm sendo utilizadas para tratar a sintomatologia da OA 
(FREITAS et al., 2012). Segundo a Sociedade Brasileira de Reumatologia (2002), os 
tratamentos não farmacológicos incluem programas educativos, exercícios terapêuticos com 
orientação (prescrição individualizada) visando o fortalecimento dos músculos flexores e 
extensores de joelho, exercícios aeróbios para melhorar o condicionamento físico e 
alongamento muscular para uma maior flexibilidade; agentes físicos e outros (COIMBRA et 
al., 2002). Dentro deste os recursos eletrofisicos, um dos que mais se destacam é o laser 
terapêutico de baixa intensidade ou fotobiomodulação (FBM). 
1.2 Fotobiomodulação (FBM) 
 
 A FBM é uma intervenção terapêutica não-invasiva que vem apresentando 
resultados promissores para o manejo dos sintomas da AO. A ação da FBM é baseada na 
absorção da luz pelos tecidos, levando a um aumento da respiração mitocondrial e produção 
de ATP, bem como o início das vias de sinalização mediadas por espécies reativas de 
oxigênio, oxido nítrico (NO) e AMP cíclico, com consequente ativação de vários fatores de 
transcrição (HAMBLIN, 2013). Estes efeitos podem aumentar a síntese de RNA e de 
proteínas reguladoras do ciclo-celular, promovendo assim, a proliferação celular (KARU, 
2005). Como resultado de todas essas modificações moleculares e fisiológicas, a FBM 
apresenta efeitos analgésicos, modulador do processo inflamatório e regenerativo e vem sendo 
utilizado para reparo em diversos tecidos.  
Especificamente para a cartilagem articular, a FBM demonstrou resultados 
significativos em relação à redução da dor, edema, aumento de força da musculatura 
periarticular, melhorando a qualidade de vida dos pacientes com OA (MANGUEIRA et al., 
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2015). Além disso, a FBM mostrou-se capaz modular mediadores da inflamação, aumento da 
proliferação celular, estímulo de produção de colágeno pelos fibroblastos, favorecendo a 
reparação do tecido articular. LIN et al. (2012) demonstram que a FBM (810 nm) foi capaz de 
melhorar a estrutura tecidual e evitar a degradação da cartilagem articular nos joelhos dos 
coelhos submetidos a transecção do ligamento cruzado anterior. Os autores mostraram que a 
FBM diminui significativamente a expressão da caspase-3, (proteína relacionada a apoptose 
de condrócitos) (Bublitz et al., 2014). Bublitz et al. (2014) analisaram os efeitos do FBM na 
prevenção de danos na cartilagem após a transecção do ligamento cruzado anterior. Foram 15 
sessões imediatamente após o pós-operatório. O estudo mostrou que a FBM 808 nm (50 J/ 
cm²), preveniu a progressão de modificações morfológicas de dano articular, retardando o 
progresso degenerativo.   
Além disso, Dos Santos et al., (2014) avaliaram o efeito da FBM nas doses de 2 e 4 J 
sobre a inflamação das articulações em ratos induzidos a expressão de proteica de mediadores 
inflamatórios TNF-α, IL-1β e IL-6. Ambas as modalidades de FBM foram eficientes na 
redução da inflamação celular e diminuição da expressão de IL-1β e IL-6. No entanto, o 
tratamento de 2 J levou a uma maior redução da expressão de TNF-α do que a aplicação única 
de 4 J.  
Ainda estudos clínicos demonstraram que, a FBM é capaz de promover analgesia, 
reduzir o edema articular e a rigidez articular em pacientes com OA, culminando em melhora 
da função articular relacionado a ganho de amplitude de movimento de pacientes com OA do 
joelho (RAYEGANIL et al., 2012; YURTKURAN et al., 2007). Alghadir et al., (2013) 
verificaram que 8 sessões de laser infravermelho (850 nm) foi eficaz em reduzir a dor e 
aumentar a habilidade funcional de pacientes com OA de joelho (grau II e III). Achados 
similares foram evidenciados por Soleimanpour et al., (2014) após aplicação de 12 semanas 
de laser (810 nm). 
1.3.  Sulfato de Glicosamina e Condroitina 
 
O uso do sulfato de glicosamina (GlcN) e o sulfato de condroitina (CS), isolado ou 
combinado, têm sido atualmente recomendado para a prevenção e tratamento da OA de 
joelho, cujos benefícios são comprovados pela redução da dor, melhora funcional e aumento 
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da qualidade de vida do indivíduo acometido (HENRONTIN et al., 2014; CLEGG et al., 
2006; NAKASONE et al.,2011). 
Classificadas como drogas que produzem alívio sintomático de ação lenta (slow-acting 
symptom relieving drugs – SASRD), o sulfato de condroitina (CS) e sulfato de glicosamina 
(GlcN) são compostos vendidos comercialmente para o tratamento de OA.  Ambos são 
suplementos não-vitamínicos e não-minerais que tem propriedades antinflamatórias 
(KANTOR et al., 2013) e são componentes naturais do organismo, sendo os principais 
substratos na biossíntese de proteoglicanos, componentes essenciais para a manutenção da 
integridade da cartilagem (FRANSEN et al., 2014). 
Pesquisas atuais mostram que a glicosamina e o sulfato de condroitina, apresentam 
efeitos antinflamatórios e anticatabólitos (HENROTIN & LAMBERT, 2013). Em um estudo 
experimental, Silva et al. (2009) demonstraram que a associação dos sulfatos apresenta 
melhores resultados que a utilização individual de sulfato de glicosamina, havendo redução 
significativa do níveis de dor e aumento da concentração e do tamanho molecular dos GAGs 
utilizando um modelo experimental de OA. Ademais, estudos clínicos também evidenciam os 
benefícios da administração desses suplementos em pacientes com OA. Em um estudo com 
pacientes idosos que apresentavam um grau primário de OA em joelho, avaliou-se os efeitos 
da administração do sulfato de glicosamina e foi observado que essa medicação foi 
responsável pela melhora dos aspectos radiológicos, com aumento do espaço intraarticular e 
clínicos, por meio de um questionário validado, específico da doença, que abrange a 
gravidade da dor nas articulações, rigidez e limitação da função física (LEE et al., 2010). Por 
sua vez, o estudo de Bourgeois et al. (1998) demonstrou que o uso de sulfato de condroitina 
isoladamente apresentou melhora da sintomatologia clínica baseada em questionários 
qualitativos e melhora da mobilidade articular em pacientes com OA de joelho. 
Apesar dos efeitos benéficos dos tratamentos supracitados na cartilagem articular, não 
foi encontrada na literatura estudos que avaliem a associação de ambos no processo de 
degeneração articular na presença de AO. Sendo assim, a hipótese desse trabalho é que a 
utilização concomitante do compósito sulfato de condroitina e sulfato de glicosamina e e da 
FBM constitui um tratamento otimizado para a degeneração articular na presença de OA 







Diante do exposto, torna-se evidente que a OA está associada a uma substancial 
incapacidade física para os indivíduos acometidos e a altos custos socioeconômicos, 
constituindo um importante desafio à reabilitação. Com isso, pesquisas que tenham como 
objetivo desenvolver intervenções que amenizem o dano e previnam a evolução da doença são 
de extrema importância, diminuindo custos e reduzindo os índices de morbidade relacionados 
a complicações da doença.  
O composto de sulfato de glicosamina e sulfato de condroitina e a FBM vêm sendo 
utilizado como recursos promissores no tratamento da OA, pois estimulam fatores anabólicos 
e reduzem mediadores pró-inflamatórios, amenizando o dano articular. Um ponto importante 
a se ressaltar sobre o composto de sulfato de glicosamina e do sulfato de condroitina no 
tratamento de pacientes portadores de OA é que o composto é de fácil aquisição, disponível 
na maioria dos serviços de reabilitação pública ou privado. De modo similar, a FBM, que 
demonstra um grande potencial fotobiomodulador, pode constituir um excelente coadjuvante 
no tratamento da OA, uma vez que é um método não invasivo e também apresenta custos 
relativamente baixos. 
No entanto, apesar da rotineira utilização dos mesmos na prática clínica atual, pouco é 
conhecido a respeito dos efeitos da interação destes recursos com o tecido articular em 
processo de degeneração.  Dentro desse contexto, este projeto visa contribuir de forma 
significativa, através de um estudo experimental, na investigação e  elucidação dos 
mecanismos celulares, moleculares e histológicos, através dos quais o composto de sulfato de 
condroitina e de glicosamina e a FBM (associados ou não) interagem com o tecido articular 





3.1 Objetivo geral 
 
Avaliar os efeitos da associação do composto de sulfato de glicosamina com sulfato de 
condroitina e da FBM nas estruturas da cartilagem articular em modelo experimental de OA. 
 
3.2 Objetivos específicos 
 
 Determinar alterações morfológicas/morfométrica da cartilagem articular e a 
influência dos tratamentos propostos; 
 Analisar os efeitos dos tratamentos sobre biomarcadores de degradação da cartilagem 
articular (colágeno tipo II). 
 
4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Este projeto foi realizado no laboratório de Biologia Molecular e Celular, do 
Departamento de Biociências da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP- Campus 
Baixada Santista).  
 
 
4.1 Animais de experimentação  
 
No presente estudo, foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus: var. albinus, 
Rodentia, Mammalia), da linhagem Wistar, machos, com oito meses de idade e massa 
corpórea média de 150 g, provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos 
Experimentais - (CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo. Os animais foram 
mantidos no Biotério da mesma instituição, durante todo o procedimento experimental e 
permaneceram em gaiolas apropriadas de polietileno padrão, em condições ambientais 
controladas (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura na faixa de 22º-27ºC e ambiente 
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higienizado), recebendo ração própria comum e água ad libitum. Os experimentos seguiram 
as recomendações éticas do Guide for Care and Use of Laboratory Animals (National 
Research Council, 1996).  
 
 
4.2 Grupos experimentais  
 
Foi realizada a pesagem dos animais e esses foram divididos aleatoriamente em 
quatro grupos (n=10):  
- Grupo 1- (OA) Osteoartítico – animais com OA sem tratamento. 
- Grupo 2- (OAL) Osteoartítico e FBM - animais com OA e tratados com FBM. 
- Grupo 3- (OAS) Osteoartítico e sulfato de glicosamina e sulfato de condroitina - animais 
com OA e tratados com sulfato de glicosamina e sulfato de condroitina. 
- Grupo 4- (OASL) Osteoartítico, sulfato de glicosamina, sulfato de condroitina e FBM - 





4.3 Modelo experimental de osteoartrite - Trauma do ligamento cruzado anterior 
(TLCA)  
 
Para a realização do procedimento cirúrgico de TLCA no joelho esquerdo, os animais 
foram previamente pesados e anestesiados, via intraperitonial, com a associação de Ketamina 
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(95 mg/Kg) e Xilazina (12 mg/Kg). Após a anestesia, a região do joelho esquerdo foi 
tricotomizada e desinfectada. O tendão patelar foi localizado e rebatido medialmente, 
permitindo o acesso à região articular e a identificação do ligamento cruzado anterior. Uma 
vez localizado este ligamento, ele foi seccionado de forma cautelosa por meio de uma tesoura 
cirúrgica. O êxito do procedimento cirúrgico foi testado através do teste de Lachmann, o qual 
consiste em constatar o livre movimento do fêmur sobre a tíbia. Após o teste, o tendão patelar 
foi recolocado e suturado com fio reabsorvível. Por fim, foram feitas as suturas das regiões de 
subcutâneo e pele no local da incisão (APPLETON et al., 2007). No pós-operatório, foram 
administrados: antibiótico (ampicilina 20mg; subcutâneo) e analgésico (cloridrato de tramadol 
10mg/Kg a cada 12h por 2 dias, caso no momento de reavaliação da dor ela esteja presente, 
foi administrada novamente). Como parte do pós-operatório, os animais foram mantidos por 
algumas horas em ambiente aquecido com o intuito de evitar hipotermia.  A escolha desse 
método de indução de ruptura do ligamento que vem sendo aplicado com sucesso pelo nosso 
grupo de trabalho implica em alterações degenerativas do tecido articular. 
 
4.4 Protocolo da FBM 
 
O tratamento com FBM iniciou-se 48 horas após o procedimento cirúrgico. A 
irradiação foi realizada utilizando uma unidade de laser de baixa intensidade (Photon laser II, 
DMC® equipamentos Ltda, SP, São Carlos, Brasil) com os seguintes parâmetros de 
irradiação: semicondutor Diodo de Arsenieto de Gálio-Alumínio (GaAlAs), comprimento de 
onda de 808 nm, potência óptica de saída de 30 mW, tempo de irradiação de 47 s, área da 
secção transversal do feixe de 0.028 cm², dose de 50 J/cm2, energia total de 1.4 J, irradiância 
de 17,8 mW/cm2 e emissão em modo contínuo. As sessões foram realizadas diariamente em 2 
pontos, uma na região medial e outra na lateral da linha articular do joelho esquerdo, 
utilizando a técnica pontual em contato no período de 30 dias consecutivos. Os parâmetros 
pré-estabelecidos foram escolhidos com base nos resultados dos estudos citados anteriormente 
(OLIVEIRA et al., 2013).  
 
13  
4.5 Protocolo de sulfato de glicosamina e sulfato de condroitina 
 
A dosagem que foi utilizada é a combinação de sulfato de glicosamina 500 mg/kg e 
sulfato de condroitina 400 mg/kg (grupo GluChon), iniciado 48 horas após a cirurgia e 
perdurando por 30 dias consecutivos. As drogas serão formuladas em xarope com sabor de 
chocolate para facilitar a administração sem causar estresse nos animais. O volume foi de 
1mL administrado com uma seringa de forma via oral, com boa aceitação dos animais. 
 
4.6 Processamento das amostras e eutanásia dos animais.  
 
Ao final do período experimental, os animais foram anestesiados para a ressecção 
cirúrgica da articulação do joelho esquerdo. Em seguida, os animais foram submetidos à 
eutanásia com dose letal de anestésico. A articulação do joelho esquerdo foi utilizada para a 
confecção de lâminas histológicas. Dessa forma, os tecidos foram fixados em solução de 
formalina tamponada a 10% por 24 horas e posteriormente foram submetidos ao processo de 
descalcificação em solução de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% por cerca de 
90 dias. Após essa etapa, o material foi processado em parafina e emblocado. Cada bloco 
originou cortes seriados com 5 µm de espessura que foram feitos por meio de um micrótomo 
(Leica RM – 2145, Germany). Os cortes foram realizados em plano sagital e perpendicular à 
superfície articular na região do côndilo medial do fêmur. A partir dos cortes obtidos, foram 
confeccionadas lâminas coradas com Hematoxilina-Heosina (HE) para realizações das 
análises morfológica, semi-quantitiativa de celularidade e morfométricas (densidade celular e 
espessura); Safranina-O fast Green para realização da análise semi-quantitativa do conteúdo 
de proteoglicanas. De forma complementar, foram realizadas lâminas para análise de 
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imunohistoquímica em relação à presença de condrócitos imunocorados para análise de 
colágeno II. 
4.7 Análises dos cortes 
4.7.1 Análise histológica descritiva 
 
A análise qualitativa da cartilagem articular foi feita por meio de lâminas coradas com 
Hematoxilina e Eosina (H.E.). Foram analisados 3 campos (lateral anterior, medial e lateral 
posterior) com aumento de 100x. Para tal análise, foi utilizado um microscópio de luz 
(Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) e foram constatadas as seguintes alterações no 
local da lesão: estrutura da cartilagem, quantidade e organização celular.  Essas avaliações 




4.7.2 Análise histológica através da graduação de OARSI 
 
Para a análise semi-quantitativa do dano da cartilagem articular foi realizada a partir 
do Sistema de graduação Histopatológico para cartilagem articular proposto pela Sociedade 
Internacional de Pesquisa em Osteoartrite (escore OARSI) (PRITZKER et al., 2006). Esse 
sistema avaliará o grau (variando de 0 a 6) que corresponde à gravidade da lesão da 
cartilagem articular e ao estágio (variando de 1 a 4), relacionados à extensão das lesões que 
caracterizariam OA na articulação. O grau será fornecido pela lesão mais grave observada na 
lâmina, independente da extensão dessa lesão. Por sua vez, o estágio foi definido pela 
extensão horizontal do acometimento da cartilagem, independente da gravidade das lesões. 
Por fim, foi fornecido um escore tendo como base o cálculo da fórmula: grau X estágio, o 
qual forneceu uma avaliação combinada de gravidade e extensão do dano estrutural na 
articulação. O escore variou de 0 a 24. Para cada animal, foi fornecido um valor médio para 
grau, estágio e escore da articulação. Para essa avaliação, foram utilizadas lâminas coradas 
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com HE e Safranina-O fast green, analisadas por meio de microscopia de luz (Axiolab Zeiss) 
por 2 avaliadores treinados. Os cortes histológicos foram avaliados por toda sua extensão com 
um aumento de (100x). 
 
Tabela 1: Sistema OARSI para avaliação da cartilagem – Gra 
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Fonte: Pritzker et al., 2006 
 




Tabela 2: Sistema OARSI para avaliação da cartilagem - Estágio 
 
                Fonte: Pritzker et al., 2006 
 








4.7.3 Análise morfométrica de espessura 
 
A análise morfométrica de espessura foi estabelecida a partir da modificação da 
análise morfométrica de espessura proposta por Renner et al. (2006) e foram utilizadas as 
lâminas coradas com HE. A avaliação foi executada utilizando o programa Axionvision 3.1 
Image Analaysis (Carl Zeiss). Um corte por lâmina foi definido de forma aleatória e foi 
fotografado em três campos distintos do côndilo medial do fêmur. A metodologia utilizada 
para fotografar os campos foi a mesma descrita anteriormente. Foram realizadas três medidas 
intercaladas com um intervalo de 300 μm em cada região. Cada medição foi feita 
perpendicular e a partir da camada superficial da cartilagem articular até o osso subcondral. 
Depois da realização de todas as medidas, calcula-se a média da espessura da cartilagem 
articular referente a cada lâmina analisada. 
4.7.4 Densidade de condrócitos 
 
            A análise morfométrica de celularidade foi estabelecida a partir da modificação da 
análise morfométrica de celularidade proposta por Renner et al. (2006). Para isso, foram 
utilizadas lâminas coradas com H.E.. Um corte por lâmina 17 foi escolhido de maneira 
aleatória e fotografado em três campos distintos do côndilo medial do fêmur, por meio de um 
microscópio óptico (Axiolab) com uma câmera digital acoplada (Sony DSCs75) em um 
aumento de (100x). Para garantir que as regiões fotografadas fossem distintas, tomou-se como 
referência os cornos anterior e posterior do menisco medial do joelho. Assim, um campo foi 
fotografado na área da cartilagem próxima ao corno anterior, um segundo campo foi 
fotografado na área da cartilagem entre os cornos anterior e posterior e por fim, um último 
campo foi fotografado na região localizada na área da cartilagem próxima ao corno posterior. 
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Em cada campo foi demarcado uma área de 80.000 μm2. As áreas foram delimitadas a partir 
da camada superficial da cartilagem articular até a camada da zona calcificada. Os condrócitos 
foram marcados e contados dentro de cada área, utilizando o programa Axionvision 3.1 Image 
Analaysis (Carl Zeiss)®. Finalizando essa etapa, calculou-se a média do número de 
condrócitos pertencentes a cada lâmina. 
 
 
4.7.5 Análises de expressões proteica por imunoistoquímica 
 
Para a análise semi-quantitativa de imunoistoquímica as lâminas foram imunocoradas 
para detectar a expressão de colágeno II. Posterior à desparafinização e hidratação dos cortes, 
foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena, em que os mesmos foram incubados em 
solução a 30% de peróxido de hidrogênio. Após este período, anticorpos primários colágeno 
II foram empregados por 60 min, diluição 1:100 (polyclonal rabitt anti-rat, Sta Cruz 
biotechnology, California, USA).  Em seguida à lavagem em PBS, o anticorpo secundário na 
diluição 1:50 por 30 minutos foi utilizado. Então, os cortes foram lavados novamente em PBS 
e corados com diaminobenzidine (DAB) por 30 min e, em seguida, coradas com Hematoxilina 
de Harris. Ao final dessa fase, foram realizadas a coloração por hematoxilina e montagem das 
lâminas. Para haver o controle negativo, os anticorpos primários foram omitidos. Uma vez 
realizada a marcação, foram avaliados 3 campos de cada corte, em aumento de 200X, por 
meio de microscopia de luz (Axiolab Zeiss). Todas as lâminas foram avaliadas por 2 
observadores cegos. 
4.7.6 Análise estatística dos resultados 
 
Os dados foram analisados estatisticamente com o uso de técnicas descritivas, tais 
como tabelas e gráficos, na forma de médias e desvios padrão. A comparação entre os grupos 
foi empregada a análise de variância (ANOVA) e nos casos significativos, o teste de Duncan 
foi eleito para discriminar as diferenças. Para as conclusões das análises estatísticas, foi 
estabelecido o nível de significância de 5% (p≤0,05). 
 
Comentado [aC2]: So aparece colágeno tipo II nos resultados  




5.1 Análise histológica descritiva 
 
 Na figura 1, estão apresentados os achados histológicos obtidos a partir da análise 
qualitativa descritiva. 
 A análise histopatológica revelou que o grupo OA, 30 dias após a cirurgia, apresentou 
sinais de degradação com fibrilação por toda a superfície articular, hipercelularidade e 
desorganização de condrócitos na região da cartilagem.  
Nos grupos OAL, OAS e OASL, foram observados achados histológicos semelhantes, 
com sinais iniciais de degradação tecidual, evidenciados por  fibrilação,  irregularidades na 
superfície articular e condrócitos em colunas na zona intermédia e em disposição paralela na 





Figura 1: Fotomicrografias representativas de preparações histológicas após a indução 
da OA. Organização de condrócitos (seta); 20rregularidades (cabeça de seta); cartilagem 
articular (CA); osso subcondral (o) Grupo Osteoartrite (OA); Grupo Osteoartrite + FBM 
(OAL); Grupo Osteoartrite + sultato de condroitina e sulfato de glicosamina (OAS); Grupo 
Osteoartrite + sulfato de condroitina e sulfato de glicosamina +FBM (OASL). (Coloração: 
H.E.; Escala: 100 µm) 
 
 
5.2 Graduação pela OARSI 
 
Em relação ao grau da OARSI para a degradação da cartilagem, foi possível observar 




OASL (p = 0.0089). Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos OA e 
OAL, OAS e OASL. (Fig. 2).  
 
Figura 2: Sistema de avaliação histopatológica utilizando a graduação de OARSI. 
Resultados expressos como média ± erro padrão da média. (OA); Grupo Osteoartrite (OA); 
Grupo Osteoartrite + FBM (OAL); Grupo Osteoartrite + sultato de condroitina e sulfato de 
glicosamina (OAS); Grupo Osteoartrite + sulfato de condroitina e sulfato de glicosamina + 











As figuras 3ª e 3B apresentam a avaliação morfométrica de densidade de condrócitos e 
espessura, respectivamente. A densidade de condrócitos no grupo OA foi significativamente 
maior quando comparada aos grupos OAL (p = 0.0017), OAS (p = 0.0153) e OASL (p = 
0.002). Entretanto, não foi observada diferença estatisticamente significativa entre os grupos 
OAL, OAS e OASL (Fig. 3ª).  
A figura 3B evidencia os resultados da análise da espessura. Não foi encontrada 

















Figura 3: Análise morfométrica de densidade de condrócitos e espessura de cartilagem 
(A) Densidade de condrócitos (indicados como *p < 0.05 versus OA); (B) Resultados da 
espessura de cartilagem Osteoartrite (OA); Grupo Osteoartrite (OA); Grupo Osteoartrite + 
FBM (OAL); Grupo Osteoartrite + sultato de condroitina e sulfato de glicosamina (OAS); 
Grupo Osteoartrite + sulfato de condroitina e sulfato de glicosamina + FBM (OASL). 








5.4 Análise imunohistoquímica 
5.4.1 Expressão de colágeno II 
 
A imunoexpressão de colágeno II foi observada principalmente nos condrócitos em 
todos os grupos experimentais (Fig.4).  Nenhuma outra diferença estatisticamente 
significativa foi notada entre os grupos tratados. 
 
 
Figura 4: Efeitos do sulfato de condroitina e sulfato de glicosamina + FBM na 
imunoexpressão de colágeno II. (A) Cortes representativos de himunohistoquímica de 
colágeno II. Condrócitos imunomarcados (seta). Grupo Osteoartrite (OA); Grupo Osteoartrite 
+ FBM (OAL); Grupo Osteoartrite + sultato de condroitina e sulfato de glicosamina (OAS); 
Grupo Osteoartrite + sulfato de condroitina e sulfato de glicosamina + FBM (OASL).  
 
 
Comentado [aC3]: ? 
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(Escala: 50 µm). (B) Resultados da análise semi-quantitativa da expressão de colágeno II 
(indicados como * p < 0.05 versus OA). Resultados expressos como média ± erro padrão da 
média. 
 
6. DISCUSSÃO  
 
O presente estudo avaliou os efeitos dos sulfatos de glicosamina e condroitina e FBM 
(associados ou não) na prevenção do processo degenerativo da cartilagem articular por meio 
de um modelo experimental de OA no joelho de ratos. Os principais resultados demostraram 
que todos os grupos tratados (FBM e sulfatos de glicosamina e condroitina) foram capazes de 
melhorar a organização estrutural da cartilagem articular e a densidade de condrócitos. Além 
disso, os animais dos grupos tratados com sulfatos (associados ou não à FBM) apresentaram 
um valor reduzido no sistema de graduação de OARSI. No entanto, não foi possível observar 
alteração na espessura do tecido articular em nenhum grupo experimental. Adicionalmente, a 
associação dos sulfatos de glicosamina e condroitina com a FBM resultaram em uma maior 
imunoexpressão de colágeno II quando comparada ao grupo OA.  
Como foi descrito anteriormente, a OA é uma doença articular crônica de elevada 
prevalência na população acima de 65 anos, e está relacionada a quadros de dor e 
comprometimentos físicos, desencadeando um impacto negativo à qualidade de vida dos 
indivíduos acometidos. Desta forma, é de extrema pertinência estudos comprometidos com o 
desenvolvimento de intervenções terapêuticas otimizadas, com objetivo de reduzir as 
repercussões inerentes a esta doença articular.  
Atualmente os tratamentos conservadores tem ganhando amplo destaque no manejo 
dos sintomas da doença, demonstrando eficácia na melhora da capacidade funcional da 
articulação, diminuição dos quadros de dor e melhoria de qualidade de vida dos pacientes 
acometidos. Dentre estes, podemos citar os chamados condroprotetores, tais como sulfato de 
glicosamina e sulfato de condroitina, associados ou não entre si (BAUEROVA et al., 2011; 
REGINSTER et al., 2001; FRANSEN et al., 2014). De modo similar, várias evidencias 
demonstraram que a FBM é eficaz na modulação do processo inflamatório e alivio de quadro 
álgico relacionados a AO, além de associar a vantagem de ser um método não invasivo e com 
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custos relativamente baixo (DOS SANTOS et al., 2014; BUBLITZ et al., 2014; ATIK, 2015). 
Entretanto, ainda são escassas as evidencias da associação dos dois tratamentos, na tentativa 
de compreender com exatidão os benefícios da utilização destas abordagens terapêuticas na 
OA de joelho.  
De acordo com a fisiopatologia da OA, a cartilagem articular apresenta uma série de 
alterações metabólicas, que incluem processos pró-catabólicos, próinflamatórios e anti-
anabólicos como proliferação celular e síntese de proteínas (MOBASHERI et al., 2017; 
SINKOV & CYMET, 2003). A análise histológica qualitativa do presente estudo demonstrou 
uma melhor organização tecidual em todos os grupos tratados. Em um estudo de Wen et al. 
(2010), utilizando o modelo de TLCA, foi evidenciado que o tratamento com sulfato de 
glicosamina, iniciado 5 semanas após a indução da lesão e administrado por 10 semanas, 
promoveu a melhoria da morfologia tecidual, diminuindo a degradação e fibrilações do tecido 
articular. Da mesma forma, Silva et al. (2009) constataram que a combinação dos sulfatos de 
glicosamina e condroitina foi eficaz em minimizar as alterações morfológicas relacionadas a 
OA em um modelo experimental em ratos de ratos. Assim, no presente estudo, possivelmente 
os efeitos positivos dos sulfatos nos aspectos morfológicos do tecido podem estar 
relacionados a bioestimulação da MEC da cartilagem, supressão dos mediadores inflamatórios 
e inibição da degeneração da cartilagem (KUBO et al., 2009). Da mesma forma, os animais 
irradiados também apresentaram melhor organização estrutural do tecido analisado levando-
nos a inferir que a irradiação electromagnética favoreceu a homeostasia tecidual, ou seja, 
modulou a atividade/função dos condrócitos de forma a apresentarem um processo de 
regulação a fim de manterem seu equilíbrio, evitando assim progressão do processo 
degenerativo. Esses achados corroboram com Assis et al. (2016) e Oliveira et al. (2013) nos 
quais encontraram que a FBM, utilizada nos mesmos parâmetros do presente estudo, foram 
eficientes em amenizar o processo degenerativo em curso. Contudo, a associação dos sulfatos 
de glicosamina e condroitina, não foi capaz de produzir modificações adicionais sobre estes 
parâmetros. Possivelmente, o tratamento por um maior período de tempo poderia levar o 
encontro de resultados superiores, havendo benefícios da união da FBM com os sulfatos.  
Em relação ao grau de lesão avaliado pelo método da OARSI, os animais tratados com 
sulfatos, associados ou não a FBM, apresentaram os menores valores, o que indica um menor 
grau de lesão do tecido articular avaliado, e consequentemente menor intensidade de 
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degradação da cartilagem. Achados similares foram evidenciados por Silva et al. (2009) que 
também constataram que a utilização concomitante dos sulfatos de glicosamina e condroitina 
produziu foi responsável por diminuição do grau de lesão na cartilagem articular de joelhos de 
ratos submetidos a um modelo experimental de OA. Ainda, em um estudo clinico, Raynaud et 
al. (2016) avaliaram os efeitos dos sulfatos de glicosamina e condroitina por 6 anos na 
cartilagem articular de indivíduos com OA. Por meio de exames de imagem, os autores 
observaram que a administração dessa intervenção terapêutica foi capaz de promover um 
efeito protetor a longo prazo, evidenciado pela redução da progressão da degeneração de 
tecido articular. Da mesma forma, Martel-Pelettier et al. (2015), demonstraram que a 
combinação do sulfato de glicosamina e do sulfato de condroitina, foi eficaz em atenuar a 
progressão da degeneração articular em 
individuos com OA de joelho. Assim, os resultados do presente estudo sugerem que os 
sulfatos de glicosamina e condroitina exerceram efeito benéfico no metabolismo da 
cartilagem articular, o que possivelmente preveniu o processo degenerativo em curso da 
cartilagem.  
          Adicionalmente e como previamente explicitado, a FBM também tem sido utilizada na 
tentativa de minimizar/prevenir alterações da cartilagem articular em modelos experimentais 
de OA (WANG et al., 2014; CHO et al., 2004; LIN et al., 2006). Oliveira et al. (2013) e 
Santos et al. (2013), utilizando o modelo experimental de TLCA, identificaram que o laser 
830 nm foi capaz de melhorar a organização de condrócitos, reduzir as alterações estruturais 
da superfície articular, minimizando assim o grau de lesão articular. Interessantemente, na 
avaliação da OARSI do presente estudo, a FBM não apresentou diferença significativa com 
relação aos demais grupos experimentas. Desta forma, pode ser levantada a hipótese de que os 
parâmetros da FBM não foram suficientes, no modelo experimental utilizado, para atenuar o 
catabolismo do conteúdo proteico da MEC, o que consequentemente resulta na progressão das 
alterações degenerativas da cartilagem articular. Porém, a melhor organização estrutural e a 
menor pontuação referente ao dano articular observadas nos grupos tratados com sulfatos de 
glicosamina e condroitina, associados ou não à FBM, sugere que estes tratamentos podem 




Com relação a análise da densidade de condrócitos, sabe-se que a fisiopatologia da OA 
também está relacionada com a capacidade de resposta dos condrócitos frente ao estímulo 
lesivo (WOJDASIEWICZ et al., 2014). Pesquisas mostram que o início do processo de OA é 
caracterizado pelo aumento da taxa metabólica de condrócitos com subsequente proliferação 
dos mesmos com objetivo de reparar o tecido lesado (PRITZKER et al., 2006; GOLDRING, 
2007). A análise de densidade celular do presente estudo identificou um aumento no número 
de condrócitos no grupo OA quando comparado aos demais grupos experimentais. 
Interessantemente, todos os grupos tratados tiveram redução do número de condrócitos 
quando comparado ao grupo sem tratamento. Esses resultados estão correlacionados com os 
achados histológicos qualitativos, sugerindo que os tratamentos exerceram estímulo 
condroprotetor, prevenindo a estimulação do metabolismo de condrócitos correlacionados ao 
aumento da lesão tecidual e, consequentemente, atenuando a evolução do processo 
degenerativo articular.  
Entretanto, a avaliação da espessura da cartilagem articular não demonstrou nenhuma 
diferença entre os grupos. Este resultado corrobora com os achados de Permuy et al. (2015) 
em um estudo experimental com coelhos induzidos a OA através da TLCA e meniscectomia 
medial parcial, e que não encontraram nenhuma diferença estatísticas na espessura ou volume 
da cartilagem articular, devido a precocidade do estágio da OA. Desta forma, sugere-se que a 
ausência de alterações significativas da espessura do tecido articular evidenciadas neste 
trabalho esteja relacionado com o tempo experimental. Acredita-se que com um período 
experimental maior, seja possível observar as alterações no tecido cartilaginoso. 
A análise imunoistoquímica do presente trabalho demonstrou que os animais do grupo 
tratado com a associação dos sulfatos e FBM apresentaram maior expressão de Col tipo II.  
Sabe-se que o colágeno do tipo II é um componente constitutivo fundamental da MEC 
do tecido articular, juntamente com os proteoglicanos. Estudos comprovam um aumento em 
sua formação por estímulo do metabolismo dos condrócitos com o uso do sulfato de 
condroitina (JEROSCH, 2011, HUSKISSON, 2008). É possível evidenciar na literatura que o 
sulfato de glicosamina aumenta a produção de componentes da MEC em cultura de 
condrócitos, como agrecan e colágeno tipo II (LIPPIELLO, 2003). Tiku et al. (2006) 
demonstraram também que o sulfato de glicosamina evita a degeneração de colágeno em 
condrócitos in vitro pela inibição de reações de peroxidação lipídica e oxidação de proteínas. 
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Outros estudos também confirmam a ação da FBM com efeito condroprotetor (TORRICELLI 
et al., 2001; DOS SANTOS et al., 2014). Torricelli et al. (2001) verificaram proliferação 
celular com o uso de FBM em cultura de células de condrócitos. Dos Santos et al. (2014) 
demonstrou que a FBM de 685nm foi capaz de modular o processo degenerativo, 
bioestimulando condrócitos e prevenindo a perda de proteoglicanos. Entretanto, no presente 
estudo, foi possível observar um aumento da imunomarcação de colágeno tipo II apenas do 
grupo em que houve associação dos tratamentos. Possivelmente, apenas a associação de 
sulfatos de glicosamina e condroitina e FBM foi capaz de estimular as vias anabólicas, ou 
seja, a imunoexpressão de componentes da matriz extracelular, como o colágeno do tipo II e 
promover um estímulo condroprotetor no tecido articular, prevenindo assim, a degradação da 
MEC. Curiosamente, os tratamentos utilizados de maneira isolada não foram capazes de 
influenciar a síntese de colágeno do tipo II pelos condrócitos. O tempo experimental no 
presente estudo não foi suficiente para acharmos resultados perante esse cenário. Para tal, 
sugere-se a análise de expressão gênica para a sinalização da MEC, o que possibilitaria obter 
o resultado previamente.  
Em suma, os resultados do presente estudo demonstraram que a combinação dos 
sulfatos de glicosamina e condoitina foi capaz de prevenir as alterações degenerativas 
relacionadas ao modelo experimental utilizado. Ainda, a associação de ambos os tratamentos 
propostos foi eficaz na modulação do processo inflamatório decorrente do modelo 
experimental de TCLA, bem como, estimular a imunoexpressão de colágeno. 
Interessantemente, a utilização da FBM de forma isolada não produziu efeitos benéficos 
quanto ao grau de lesão e a imunoexpressões avaliadas no presente estudo. Propõe-se a 
utilização de diferentes parâmetros de FBM em diferentes tempos experimentais para obter 
estímulos a longo prazo. Portanto, o resultado do presente estudo confirmou a hipótese de que 
o composto de sulfato de glicosamina e sulfato de condroitina foram eficazes na prevenção da 
degeneração da cartilagem, assim como, sua associação com FBM foi capaz de atenuar 







          Conclui-se que, os tratamentos utilizados no presente estudo demostraram efeitos 
positivos sobre a morfologia do tecido articular. Além disso os tratamentos associados foram 
capazes de reduzir a lesão articular, atenuando a degradação de colágeno tipo II, principal 
componente da MEC do tecido articular. Consequentemente, esses dados destacam o 
potencial do uso dessas terapias de forma combinada para melhorar  a resposta biológica no 
âmbito da regeneração da cartilagem articular. Outros estudos clínicos devem ser realizados 
para fornecer informações adicionais sobre a interação entre os sulfatos de glicosamina e 
condroitina e a FBM em OA, o que produzirá evidências para sustentar seu uso como um 
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Abstract 
The aim of this study was to compare the effects of combined treatment with chondroitin sulfate and 
glucosamine sulfate (CS/Gl) and photobiomodulation (PBM) on the degenerative process related to osteoarthritis 
(OA) in the articular cartilage in rats. Forty male Wistar rats were randomly divided into four groups: OA control 
group (CG); OA animals submitted to PBM treatment (PBM); OA animals submitted to CS/Gl treatment (CS/Gl); OA 
submitted to CS/GS associated with PBM treatments (GS/Gl + PBM). The CS/Gl started 48 h after the surgery, and 
they were performed for 29 consecutive days. Moreover, PBM was performed after the CS/ Gl administration on 
the left joint. Morphological characteristics and immunoexpression of interleukin 10 (IL-10) and 1 beta (IL- 1β) 
and collagen type II (Col II) of the articular cartilage were evaluated. The results showed that all treated groups 
(CS/Gl and PBM) presented attenuation signs of degenerative process (measured by histopathological analysis) and 
lower density chondrocytes [PBM (p = 0.0017); CS/Gl (p = 0.0153) and CS/Gl + PBM (p = 0.002)]. Additionally, CS/Gl 
[associated (p = 0.0089) or not with PBM (p = 0.0059)] showed significative lower values for OARSI grade 
evaluation. Furthermore, CS/GS + PBM decreased IL-1β protein expression (p = 0.0359) and increased IL-10 (p = 
0.028) and Col II imunoexpression (p = 0.0204) compared to CG. This study showed that CS/Gl associated with 
PBM was effective in modulating inflammatory process and preventing the articular tissue degradation in the knees 
OA rats. 
 














Osteoarthritis (OA) is a joint disease that results from break- 
down of cartilage and underlying bone, causing joint pain, stiff- 
ness, and loss of function [1]. It is estimated that 10% of the 
population in the world older than 60 years demonstrated 
sig- nals of OA [2]. Furthermore, OA is mostly related to the 
in- crease of age, overweight and obesity, cartilage injuries, 
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The standard treatments for OA are limited and based 
main- ly on pharmacological interventions such as non-
steroidal anti- inflammatory drugs (NSAIDs) and analgesics [2–
4]. In the last few years, the positive effects of chondroitin 
sulfate (CS) on the treatment of OA have been highlighted 
[5, 6]. Its use as a dietary supplement is approved in USA and 
widely used as a treatment in clinics for patients with OA [7]. 
CS in the articular cavity provides a structural support, helping 
in maintaining the structural integrity and homeostasis of the 
tissue, slowing car- tilage breakdown and consequently, 
reducing OA symptoms [7, 8]. Similarly, glucosamine (Gl), 
which is an amino mono- saccharide synthesized from 
glucose, has also presented chondroprotective effects on 
cartilage tissue with OA [9]. Gl has been tested in numerous 
clinical trials, and its positive effect on patients with OA has 
been demonstrated, resulting in reduc- tion of pain, 
improvement of function and mobility, and atten- uation of 
cartilage degeneration [10]. Another alternative for OA 
treatment is the use of CS combined with Gl, in order to 
improve the anti-inflammatory effect and ability to stimulate 




the synthesis of proteoglycans and hyaluronic acid of both 
components, decreasing cartilage degradation [6, 11]. 
Similarly, photobiomodulation (PBM), also known as low- 
level laser therapy, has recently risen to the attention of 
re- searchers and clinicians as a promising new approach to 
treat symptoms of OA [12–14]. Stimulatory effects of PBM 
is ex- plained by the interaction of low-intensity light 
energy with mitochondria, leading to an increase in the 
energy production and in the metabolic rate, stimulating 
cell proliferation and migration [15]. As a result, PBM has 
showed the ability of modulating the inflammatory 
process, increasing tissue me- tabolism, stimulating 
collagen production by fibroblasts, and producing tissue 
regeneration [16, 17]. In cartilage tissue, in vitro and in 
vivo studies demonstrated the positive effects of PBM [15, 
18, 19]. Lin et al. [20] affirm that 810 nm PBM can improve 
cartilage structure, prevent articular cartilage 
degradation, and significantly decrease the expression of 
caspase-3 in the knees of the rats submitted to an anterior 
cruciate ligament transection (ACLT). 
In this context, due to the high prevalence of OA in the 
society, associated to the very limited cartilage 
regenerative capacity, it is clear the importance of the 
development of inno- vative clinical approaches and reliable 
techniques to stimulate growth of new tissue to treat 
degenerative diseases and trauma. In this context, there is a 
critical need for technologies that are able to enhance 
cartilage repair, devoid of the disadvantages of the 
conventional procedures. Despite the positive effects of 
both therapeutic interventions, there are limited 
evidences demonstrating the effects of the association of 
both treatments. Thus, it was hypothesized that chondroitin 
sulfate and glucos- amine sulfate (CS/Gl) associated to PBM 
would constitute a more efficient treatment for OA. Then, 
the aim of the present work was to verify the effects of 
CS/GL and PBM in the degenerative process of cartilage 
tissue in an experimental model of OA in rats. Histology, 
histomorphometry, and immu- nohistochemistry analyses 
after 30 days post-surgery were used for evaluating the 











This study was conducted according to the Guiding Principles 
for the Use of Laboratory Animals, and it was approved by the 
Institutional Animal Care Committee guidelines (protocol 
number 7792220515). In this investigation, 40 adult male 
Wistar rats (Rattus norvegicus), weighing ± 150 g, 8 weeks 
old were used. Animals were purchased and placed in plastic 
cages with sawdust bedding, with three to four animals per 
cage and were allowed to move freely in the cages and had 
free access to commercial food and water. The room had 12 h 
dark/light cycle and a controlled temperature (24 ± 2 °C). 
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Animals were randomly divided into four groups (n = 
10 per group): OA control group (CG); OA animals 
submitted to PBM treatment (PBM); OA animals 
submitted to CS/GL treatment (CS/Gl); and OA submitted 
to CS/Gl associated with PBM treatments (GS/Gl + PBM). 
 
Knee OA induction 
 
Knee OAwas induced as previously described by Galois et 
al. [21]. Rats received intra-peritoneal anesthesia with 40 
mg/kg ketamine (Dopalen; Vetbrands; São Paulo; Brazil) 
and 20 mg/ kg xylazine (Anasedan; Vetbrands; São Paulo; 
Brazil).  The left knee was shaved, then sterilized and 
draped in sterile fashion. Then, the lateral para-patellar 
incision of the skin was carried out. The patella was 
then dislocated laterally to provide access to the joint 
space,  and the anterior cruciate ligament (ACL)  was  
isolated  and transected in the flexed knee. The Lachman 
testing con- firmed complete transection of the ligament. 
The incision was sutured and antiseptically treated. All 
these surgery were conducted in the light phase. 
Further, rats were given appropriate postoperative care 
and allowed free activities in individual cages and were 




Chondroitin sulfate and glucosamine sulfate administration 
 
Forty-eight hours after OA induction, animals received 
either combined treatment with chondroitin sulfate (CS, 
400 mg/kg) or glucosamine sulfate (Gl, 500 mg/kg) [22]. 
Drugs were given at 8:00 am via oral (syrup), 3 




A gallium-aluminum-arsenide (GaAlAs) diode laser 
(Photon Laser II, DMC® equipment Ltda, SP, São Carlos, 
Brazil) was used in the following parameters: 
continuous irradiation mode, 808 nm wavelength, 50 
mW power output, 28 s irradi- ation time, 0.028 cm2 spot 
area, dose 50 J/cm2, irradiance 
1.7 W/cm2, and 1.4 J total energy per point/section. Laser 
irradiation was applied 3 days/week, at 2 points on left 
knee joint (medial and lateral side of the joint), through   
the punctual contact technique, for 29 sessions. The 
optical fiber was positioned perpendicularly to the skin 
[23]. For the animals of GS/Gl + PBM, laser irradiation was 
performed immediately after the chondroitin sulfate and 
glucosamine sulfate administration. 
Thirty days after the surgery, all animals were 
euthanized individually by carbon dioxide asphyxia, and left 
knee joints of each animal were removed for analysis. 








For histological analysis, the specimens were fixated in 10% 
buffered formalin for 24 h, followed by decalcified in 10% 
ethylenediami-netetraacetic acid (EDTA) for approxi- 
mately 10 weeks. Samples were placed in formalin, 
dehydrated in a graded series of ethanol and xylol, em-  
bedded in paraffin blocks, and histological sagittal serial 
sections (5 μm) were done, starting from the medial 
margin of the joint using a micrometer (Leica Microsystems 
SP 1600, Nussloch, Germany). Laminas were stained with 
hematoxylin e eosin (H.E.—Merck, Germany) and 
Toluidine blue (Merck, Germany). Moreover, other sec- 
tions were obtained for the immunohistochemical 
analysis. 
 
OARSI score system 
 
The progression of OA in all samples was assessed and com- 
pared according to the Osteoarthritis Research Society 
International (OARSI) score system [24]. Samples were 
evaluated histopathologically for the presence of osteo- 
arthritis grade (OARSI grades 0–6).  Digital  images  of  the 
100× magnification were captured by optical micro- scope 
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Two experi- enced 





The morphometric study was carried out using one slide 
stained with H.E. per animal. The density of chondrocytes 
and cartilage thickness in each area were quantitatively 
scored using the computer-based image analysis 
Axiovision 3.1 Image Analysis (Carl Zeiss, Oberkochen, 
Germany). To count the number of chondrocytes, 3 areas 
of 80.000 μm2, at the anterior, central, and posterior region 
of each slide, were cho- sen (100× magnification). Within 
each area, cells were marked, and the chondrocytes 
average was calculated. Thickness was also measured in 
three regions, one central and two lateral (300 mm left and 
right from the first region) from the subchondral bone to 
articular surface [25]. Two ex- perienced observers (MS and 




For 1 beta (IL-1β), interleukin 10 (IL-10), and collagen type II 
(Col II) expression analysis, the paraffin was removed with 
xylene from serial sections of 5  μm. After this 
procedure, the sections were rehydrated in 
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graded ethanol and pretreated in a microwave with 
0.01 M citric acid buffer (pH 6) for 3 cycles of 5 min   
each at 850 W for antigen retrieval. Subsequently, the 
material was pre-incubated with 0.3%  hydrogen  perox- 
ide in  phosphate-buffered  saline  (PBS)  solution  for 
5 min to inactivate the endogenous peroxidase and then 
blocked with 5% normal goat serum in PBS solution for  
10 min. The specimens were incubated with anti-IL-1β 
poly- clonal primary antibody (Santa Cruz Biotechnology, 
USA) at a concentration of 1:50, anti-IL-10 polyclonal 
primary anti- body at a concentration of 1:100, and anti-
collagen type II polyclonal primary antibody at a 
concentration of 1:100. Incubation was performed 
overnight at 4 °C in the refrigerator and followed by two 
washes in PBS for 10 min. Afterwards, the sections were 
incubated with biotin-conjugated secondary antibody 
anti-rabbit IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 
USA) at a concentration of 1:200 in PBS for 1 h. The 
sections were washed two times with PBS followed by 
the application of avidin biotin complex conjugated to 
peroxidase for 45 min. The visualization of the bound 
complexes was realized by the application of a 0.05% 
solution of 3-3′-diami- nobenzidine solution and 
counterstained with Harris Hematoxylin. Finally, for 
control analyses of the antibodies, the serial sections were 
treated with rabbit IgG at a concentra- tion of 1:200 
instead of the primary antibody. Furthermore, internal 
positive controls were performed with each staining 
bath. Digital images of the 200× magnification were 
captured by optical microscope. Brown chondrocytes 
nucleuses marked were considered positive for IL-1β, IL-
10, and Col II expression. The results were evaluated both 
quali- tatively (the presence of the immunomarkers) and 
semi- quantitatively according to the percentage of 
positive cells in the randomly selected fields in each 
sample using a light mi- croscopy, according to a 
previously described scoring scale from 1 to 4 (1 = 
absent, 2 = weak, 3 = moderate, and 4 = in- tense) for 
immunohistochemical analysis [25]. Two experi- enced 





Data are expressed as the mean ± standard error of the 
mean (SEM). Shapiro-Wilk’s and Levene’s test were 
applied to evaluate the normality and homogeneity of 
the results, respectively. For the variables that exhibited 
normal dis- tribution, comparisons between 
experimental groups were performed by analysis of 
variance (one-way ANOVA), and the Tukey post-test 
used to compare in-  dividual groups. For the variables that 
exhibited non-normal distribution, Kruskal-Wallis test 
was used. A P value < 
0.05 was considered significant. All analyses were per- 
formed using a GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San 
Diego CA, USA). 




Fig. 1 Representative 
photomicrographs of histological 
preparations 12 weeks after OA 
induction. Organization of 
chondrocytes (arrow); fibrillation 
and irregularities (arrowhead). 
Joint cartilage (JC), subchondral 
bone (b); OA control group (CG); 
OA animals submitted to PBM 
treatment (PBM); OA animals 
submitted to CS/Gl treatment 
(CS/Gl); OA submitted to CS/Gl 
associated with PBM 
treatments (GS/Gl + PBM). 
(Stain: H.E.; 


















General observation of the experimental 
animals 
 
The animals recovered uneventfully from the OA induction. 
No signs of macroscopic adverse tissue responses were ob- 
served during the experimental period. 
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Fig. 2 Histopathological evaluation using OARSI score system. Results 
expressed as mean ± standard error of the mean. OA control group 
(CG); OA animals submitted to PBM treatment (PBM); OA animals 
submitted to CS/Gl treatment (CS/Gl); OA submitted to CS/Gl associated 
with PBM treatments (GS/Gl + PBM) (indicated as *p < 0.001 versus 
CG) 
 
Histological descriptive analysis 
 
Histopathological analysis revealed that CG, 30 days 
post-surgery, presented initial signs of degradation with 
fibrillation along the entire articular surface, 
hypercellularity and disorganization of the chondrocytes 
in the cartilage re- gion. For PBM, CS/Gl, and CS/Gl + PBM, 
similar histologi- cal findings were observed, presenting 
slight sings of tissue degradation, with initial marks of 
fibrillation and irregularities on the articular surface and 
chondrocytes displayed in col- umns (Fig. 1). 
 
OARSI scoring system 
 
The OARSI score for cartilage degeneration showed a 
significant higher score for CG  when  compared  to  CS/ Gl 
(p = 0.0059) and CS/Gl + PBM (p = 0.0089) groups. Similar 
findings were observed for CG and PBM  (Fig. 2). 
 
Morphometric analysis—density of 
chondrocytes and thickness 
 
Figure 3a, b shows the morphometric evaluation of the 
density of chondrocytes and thickness. The density of 
chondrocytes in CG was higher compared to PBM (p = 






Fig. 3 Morphometric analysis of density of chondrocytes and 
cartilage thickness. a Results of the density of chondrocytes (indicated 
as *p < 0.05 versus OA). b Results of cartilage thickness. OA control 
group (CG); OA animals submitted to PBM treatment (PBM); OA 
animals submitted to 
CS/Gl treatment (CS/Gl); OA submitted to CS/Gl associated with PBM 
treatments (GS/Gl + PBM) (indicated as *p < 0.05 versus CG). Results 
expressed as mean ± standard error of the mean 
 
0.0017), CS/Gl (p = 0.0153), and CS/Gl + PBM (p = 0.002). 
Similar findings for the other experimental groups were 
ob- served (Fig. 3a). 
Figure 3b shows the results of thickness analysis. No 
significant difference was found between the experimen- 
tal groups. 
 




Fig. 4 IL-1β imunoexpression. a Representative sections of IL-1β im- 
munohistochemistry. Immunolabeled chondrocytes (arrow). OA 
control group (CG); OA animals submitted to PBM treatment (PBM); 
OA con- trol group (CG); OA animals submitted to PBM treatment 
(PBM); OA animals submitted to CS/Gl treatment (CS/Gl); OA 
submitted to CS/Gl 
associated with PBM treatments (GS/Gl + PBM). (Scale Bar: 50 μm). b 
Results of semi-quantitative analysis of the IL-1β expression (indicated 
as *p < 0.05 versus CG). Results expressed as mean ± standard error of 
the mean 








Immunohistochemistry evaluation demonstrated that IL-
1β expression was observed mainly in the nucleus of the 
chondrocytes for all groups (Fig. 4a). However, the 
semi-quantitative analysis showed a lower IL-1β expres- 





IL-10 immunoexpression was observed mainly in the 
chondrocytes for all experimental groups (Fig. 5a). 
Furthermore, the semi-quantitative analysis exhibited a 
signifi- cant increase of IL-10 expression observed in the CS/Gl 
+ PBM (p = 0.028) compared to the CG (Fig. 5b). 
 
Collagen type II expression 
 
Col II immunoexpression also was observed mainly in the 
chondrocytes for all experimental groups (Fig. 5a). Also, it is 
possible to observe in Fig. 6b, a higher collagen II 
immunostainning in CS/Gl + PBM (p = 0.0204) compared to 






The present study investigated the effects of CS/Gl and PBM 
in the prevention of the degenerative process in the 
articular cartilage using an experimental model of OA in  
the  knee of rats. The histological results demonstrated 
that initial signs of tissue degradation were observed in 
CG. Interestingly, all the treated groups presented an 
attenu- ation of cartilage degradation, with an improved 
tissue orga- nization and lower density of chondrocytes. 
Values of OARSI evaluation for CS/Gl (associated or not with 
PBM) were low- er. Immunohistochemistry analysis 
demonstrated that IL-1β expression was decreased, and 
IL10 and Col II expression was increased for CS/Gl + PBM. No 
difference was observed for thickness in any group. 
The high incidence of OA highlighted the importance of 
the development of therapeutic strategies to treat and to 
pre- vent the clinical symptoms of the degenerative process 








Fig. 5 IL-10 imunoexpression. a Representative sections of IL-10 immu- 
nohistochemistry. Immunolabeled chondrocytes (arrow). OA control 
group (CG); OA animals submitted to PBM treatment (PBM); OA ani- 
mals submitted to CS/Gl treatment (CS/Gl); OA submitted to CS/Gl 
associated with PBM treatments (GS/Gl + PBM). (Scale Bar: 50 μm). 
b Results of semi-quantitative analysis of the IL-10 expression (indicated 
as *p < 0.05 versus CG). Results expressed as mean ± standard error of 
the mean 




isolated) and PBM to modulate the progression of OA and 
to manage its symptoms [6, 13, 14, 16, 27, 28]. 
In this study, histological findings demonstrated an im- 
proved tissue organization in all treated groups. Possibly, 
the positive effects of CS/Gl on the morphological aspects 
of tis- sue may be related to the biostimulation of 
extracellular matrix production of cartilage, suppression of 
inflammatory media- tors, and inhibition of cartilage 
degeneration [29]. Also, the energy intake offered by PBM 
to cartilage may lead to an improvement in tissue 
homeostasis, preventing degradation. The findings 
corroborate those of Assis et al. [23] and de Oliveira et al. 
[18] who also found stimulatory effects of PBM on 
cartilage metabolism in an experimental model of knee 
OA. Similar histological effects were observed for ani- mals 
treated with the combination of CS/Gl and PBM. 
Interestingly, for OARSI evaluation, animals treated with 
CS/Gl, with or without PBM, demonstrated lower values, in- 
dicating a less intense level of cartilage degradation. 
These findings demonstrated the improved positive 
effects of CS/ Gl in the stimulation of tissue, delaying the 
evolution of the degenerative process in the articular 
cartilage. 
Furthermore, inflammatory process is an important 
compo- nent of OA progression [1, 30]. Cartilage matrix 
metabolism is found modified by the overproduction of 
cytokines and catabolic factors, including IL1-β, leading to 
chondrocytes 
apoptosis [1, 30]. Similarly, anti-inflammatory cytokines also 
play an important role in the pathophysiology of OA, in par- 
ticular, IL-10, which contribute to the suppression of inflam- 
mation of the synovial membrane [31, 32]. By reducing in- 
flammation, these mediators can support cartilage 
production, acting as anabolic effectors, which can slow the 
progression of OA [31, 32]. 
It is well known that CS/Gl composites protect against car- 
tilage degradation and reduce the levels of inflammatory 
medi- ators such as IL-1β and TNF-α in OA, 
presenting chondroprotective effects [1]. Similarly, some 
authors demon- strated a decrease in the expression of IL-1 
β after laser irradi- ation and a decrease in inflammatory 
process in experimental models of OA in rats [23, 33, 34]. 
Interestingly, in the present study, no effects on the 
expression of both immunomarkers were found with the 
isolated treatments (CS/Gl and PBM treat- ed animals). 
However, a significant decrease of IL-1β and a significant 
increase of IL-10 expression  were  observed  for OASL. 
Also, the increased Col II immunoexpression   in CS/Gl + 
PBM showed the chondroprotective effect of the 
associated treatment. Col II is one of the main compo- 
nents of extracellular matrix, and it is markedly degrad-   
ed with the progression of OA [35, 36]. Possibly, only    the 
association of the structural and photochemical stim- ulus 
induced by CS/Gl and PBM, respectively, was able 
 
 




Fig. 6 Collagen type II imunoexpression. a Representative sections of 
collagen II immunohistochemistry. Immunolabeled chondrocytes 
(arrow). OA control group (CG); OA animals submitted to PBM treatment 
(PBM); OA animals submitted to CS/Gl treatment (CS/Gl); OA submitted to 
CS/Gl 
associated with PBM treatments (GS/Gl + PBM). (Scale Bar: 50 μm). b 
Results of semi-quantitative analysis of the collagen II expression (indicat- 
ed as *p < 0.05 versus CG). Results expressed as mean ± standard error 
of the mean 




of inducing a sufficient chondroprotective effect and an- 
ti-apoptotic capacity, resulting in the normalization of the 
tis- sue homeostasis [37]. As a result, the chondroprotective 
effect influenced the production of collagen, possibly by 
the stimu- lation of chondrocyte activity, and prevented 
matrix degrada- tion [23, 33, 34]. 
However, the current study addressed the effect of CS/Gl 
and PBM on histological analysis rather than at molecular and 
cell levels. Nevertheless, the outcome of the current 
study confirmed our hypothesis that both treatments 
combined can modulate the inflammatory process and 
pro- duce a chondroprotective effect on the osteoarthritic 
cartilage. Consequently, CS/Gl associated to PBM might be 
promising therapeutic approach for treating cartilage 





In conclusion, the treatments used in the present study 
showed positive effects on cartilage metabolism, which 
prevented tis- sue degeneration. However, the associated 
treatments showed a more evident positive effect on the 
modulation of inflamma- tory process and matrix 
degradation. Consequently, these data highlight the 
potential of the use of these therapies to improve the 
biological performance for cartilage regeneration applica- 
tions. Further, long-term studies should be carried out to 
pro- vide additional information concerning the late 
stages of in- teraction between CS/Gl and PBM on OA, which 
will produce evidences to support their use as an efficient 
treatment in the clinical setting. 
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